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Abstract (Basic): DE 4232755 A 

Microcapsules for diagnosis and/or therapy have a size of 0.5-8 
microns and comprise: (a) a shell comprising a copolymer (I) and opt. 
one or more pharmaeutical agents; and (b) a core comprising a gas 
and/or one or more phamaceutical agents or (I) . (I) comprises a 
synthetic polymer component (II) and a biopolymer component (III) in a 
(III) : (II) wt. ratio of 10:90 to 80:20. (II) is not derived from 
polymerisble aldehydes. (Ill) has location-, structure- or 
tissue- specific properties or has functional gps. to which opt. 
chelating ligands or their metal complexes and/or location-, structure- 
or tissue-specific substances may be bound.. Also claimed is a process 
. for preparing the above microcapsules. Also claimed is a contrast agent 
contg. the microcapsules suspended in a pharmacutically acceptable 
medium. 

USE - The gas-filled capsules are useful as ultrasonic contrast 
agents. Capsules contg. cmplexed paramagnetic metal ions are useful as 
NMR contrast agents. Capsules contg. complexed radionuclides are useful 
' for scintigraphic imaging. Disclosed uses include diagnosis or therapy 
of thrombosis, atherosclerosis, hormonal function, vascular endothelial 
lesions and tumours . 
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(57) Abstract 

The invention concerns microparticle preparations made from biodegradable copolymers for therapeutic and diagnostic 
use, in particular for ultrasonic examinations, plus a method of producing such preparations. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Mikropartikelpraparationen aus biologisch abbaubaren Copolymeren zur Verwendung in Therapie 
und Diagnostik, insbesondere der Ultraschalldiagnostik, sowie ein Verfahren zu deren Herstellung. 
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Mikropartikelpraparationen aus biologisch abbaubaren Mischpolymeren 

Die Erfindung betrifft den in den Patentanspruchen gekennzeichneten 
5 Gegenstand, d.h. aus Biopolymeren, zur Polymerisation befahigten 

Monomeren, Wirkstoffen und/oder diagnqstisch nachweisbaren Bestandteilen 
hergestellte Mikropartikel, ein Verfahren zu deren Herstellung sowie deren 
Verwendung in Diagnostik und Therapie, insbesondere als Kontrastmittel in 
der Ultraschalldiagnostik. 

10 

Es ist bekannt, date Partikel, deren Durchmesser kleiner oder im Bereich der 
Grofce roter Blutzellen ist, nach Injektion in die Blutstrombahn innerhalb des 
BlutgefaSsystems zirkulieren konnen. Pharmazeutische Praparationen 
derartiger Mikropartikel eignen sich deshalb als in das BlutgefaGsystem 

15 injizierbare Tragersysteme fur Wirkstoffe oder Diagnostika in der Medizin. 
Als Tragermaterialien kommen prinzipiell alle biologisch abbaubaren, 
vertraglichen und nicht wasserloslichen Stoffe in Betracht. Beschrieben sind 
bisher vor allem Fette, Wachse, Lipide (z.B. Spjalecithin), denaturierte 
Biopolymere (z.B. Albumin, Gelatine) und synthetische biologisch abbaubare 

20 Polymere (z.B. Polymilchsaure, Polyhydroxybuttersaure, 
Polyalkylcyanoacrylate, Poly-L-Lysin). 

Die in der Blutstrombahn zirkulierenden Mikropartikel werden in Abhangigkeit 
von ihren physik^lischen und chemischen Eigenschaften unterschiedlich 

25 schnell und in unterschiedlicher Anzahl durch die Zellen des monozytaren 
phagozytierenden Systems (MPS) erkannt und aufgenommen (vorWiegend in 
Leber, Lunge und Milz). Als wesentliche Faktoren, die die Kinetik der 
Aufnahme der Mikropartikel durch die Zellen des MPS bestimmen, werden 
die Partikelladung, die Partikelgrdfce, die Eigenschaften (Molekulargewicht, 

30 Amphiphilie) an der Partikeloberflache adsorbierter Substanzen, sowie die 
Affinitat der Partikeloberflache fur Blutkomponenten wie Fibronektin, 
Albumin, etc. angesehen. Durch gezielte Variation der physiko-chemischen 
Oberflacheneigenschaften von Mikropartikeln kann die Kinetik der 
Phagozytose durch die Zellen des MPS und das AusmafS der Anreicherung 

35 der Partikel innerhalb der entsprechenden Organe (u.a. Leber, Lunge, Milz, 
Knochenmark) beeinflufct werden (passives targeting). Eine spezifische 
Anreicherung von Mikropartikeln in Zielgeweben oder Korperstrukturen, die 
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nicht zu den Organen des RES gehdren, ist auf diese Weise nicht moglich. 
Sie lafct sich vielmehr nur durch die (Combination der Mikropartikel mit 
Substanzen erzielen, die orts-, struktur- oder gewebespezifische 
Bindungseigenschaften besitzen (homing devices). Die bisher zur 
5 Anwendung in der Ultraschalldiagnostik beschriebenen Partikel eignen sich 
jedoch nur unzureichend als zur Kombination mit homing devices geeignete 
Praparationen. 

So mute bei den in EP 0 458 079 und DE 38 03 972 beschriebenen 
10 Kontrastmitteln in Kauf genommen werden, daft sie nur mit Hilfe 

aufwendiger Verfahren hergestellt werden konnen, die die Verwendung 
organischer Losungsmittel erforderlich machen, deren Einsatz aus Grunden 
des Umwelt- und Arbeitsplatzschutzes bedenklich ist. Zusatzlich mufc vor 
Anwendung der Praparationen sichergestellt werden, daft die verwendeten 
15 organischen Losungsmittel nicht mehr in dem pharmazeutisch zu 

verwendenden Produkt enthalten sind. Daruber hinaus sind zur Hersteliung 
oberflachenaktive Hilfsstoffe (z.B. Tenside) notwendig, die bei 
Injektionspraparaten haufig als bedenklich angesehen werden. Weiterhin ist 
eine Steuerung des Anreicherungsverhaltens in verschiedenen Organen bei 
20 diesen Partikeln nicht steuerbar, eine Verknupfung der Partikel der 

DE 38 03 972 mit sich selektiv anreichernden Verbindungen (sogenannten 
homing devices wie z.B. monoklonalen Antikorpern) ist nicht moglich. 

Die in DE 40 04 430 beschriebenen Mikropartikel aus polymerisierten 
25 Aldehyden sind aufgrund der unklaren biologischen Abbaubarkeit ebenfalls 
nicht als Trager fur substanz- oder strukturspezifische Substanzen geeignet. 
Ein weiterer Nachteil ist es, daft auch in diesem Falle zur Hersteliung der 
Partikel oberflachenaktive Hilfsstoffe erforderlich sind. 

30 Die in der EP 0 224 934 beschriebenen Mikropartikel aus Proteinen, 

insbesondere aus Albumin weisen eine nur sehr geringe In vitro- und In vivo- 
Stabilitat auf. 

Es war deshalb die Aufgabe der Erfindung, Mikropartikelpraparationen 
35 insbesondere fur die Anwendung in der Ultraschalldiagnostik zu schaffen, die 
ohne den Einsatz physiologisch bedenklicher Losungsmittel oder Hilfstoffe 
(z.B. Tenside) auskommen, leicht herstellbar und biologisch abbaubar sind.. 
die entweder Substanzen mit orts- struktur- oder gewebespezifischen 
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Bindungseigenschaften im Wandmaterial enthalten oder mit solchen kovalent 
verknupft werden konnen und die eine ausreichende In vitro- und In vivo- 
Stabilitat aufweisen. 

5 Erfindungsgemafc wird diese Aufgabe durch Mikropartikel gelost, deren Hulle 
aus der Kombination von Biopolymeren : bevorzugt Polypeptiden (auch 
glykosilierten) - und synthetischem, wahrend der Herstellung polymerisiertem 
Material gebildet wird. 

10 Ein Gegenstand der Erfindung sind daher Mikropartikel aus einem 
Copolymerisat aus mindestens einem synthetischen Polymeren und 
mindestens einem Biopolymeren, wobei sich als Biopolymere vorzugsweise 
naturliche, synthetisch oder partialsynthetisch hergestellte oder 
gentechnologisch gewonnene Polypeptide wie z.B. Albumin, 

15 Collagenabbauprodukte, Gelatine, Fibrinogen, Fibronektin, Polygeline, 
Oxypolygelatine, deren Abbauprodukte sowie Poly-L-Lysin eignen. Die 
Biopolymere konnen auch glykosiliert sein. Als polymerisierbare Monomere 
eignen sich vorzugsweise Alkylcyanoacrylate, Acrylsaure, Acrylamid, 
Acrylsaurechlorid und Acrylsaureglycidester. 

20 

Die erfindungsgemalSen Mikropartikel eignen sich bei Herstellung in 
gasgesattigter Losung durch den EinschluS des Gases besonders als 
Kontrastmittel fur Ultraschalluntersuchungen. Sie wirken im Ultraschallfeld 
aufgrund des enthaltenen Gases als hocheffektive Streukorper. Desweiteren 
25 konnen sie durch diagnostischen Ultraschall zur Ausstrahlung eigenstandiger 
Signale angeregt werden, welche z.B. mit Hilfe der Farbdopplertechnik 
ausgewertet werden konnen. 

Als Gase kommen infrage Luft, Stickstoff, Kohlendioxid, Sauerstoff, Helium, 
30 Neon, Argon, Krypton oder deren Gemische. Die Beladung mit dem 

entsprechenden Gas oder Gasgemisch erfolgt durch Herstellung der Partikel 
in einer mit dem jeweiligen Gas oder Gasgemisch gesattigten wassrigen 
Losung. 

35 Die Mikropartikel konnen auch (gegebenenfalls zusatzlich) weitere mit Hilfe 
medizinisch-diagnostischer Verfahren, wie Magnetresonanztomographie, 
Magnetresonanzspektroskopie, Szintigraphie oder hochempfindlichen 
Magnetfeldmessungen mit geeigneten Magnetometern (Biomagnetismus) 
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detektierbare Substanzen sowohl mikro.verkapselt als auch im Wandmaterial 
als auch (gegebenenfalls mit Hilfe geeigneter Substanzen wie z.B. 
Chelatbildnern) an das Wandmaterial gekoppelt, enthalten. So ist es z.B. bei 
Verwendung radioaktiver Isotope moglich, die erfindungsgemafcen 
5 Mikropartikel in der Szintigraphie einzusetzen. Ebenso ist ihre Verwendung 
als Kontrastmittel in der Magnetresonanztomographie, 

Magnetresonanzspektroskopie oder bei. Messungen des magnetischen Feldes 
durch die Mikroverkapselung oder Inkorporation in das Wandmaterial von 
geeigneten para-, superpara-, ferri- oder ferromagnetischen Substanzen 
10 moglich. 

Uberrascheriderweise wurde gefunden, ,dafc bei der Herstellung der 
erfindungsgemafcen Partikel (bei Einhaltung ausreichender Konzentrationen 
an Biopolymeren) der Zusatz von grenzflachenaktiven Substanzen, wie z.B. 

15 Tensiden nicht erforderlich ist. Dies stellt gegenuber den bisher bekannten 
Herstellungsverfahren fur Mikropartikel auf der Basis von synthetischen 
Polymeren einen entscheidenen Vorteil.dar, da die zur Erniedrigung der 
Grenzflachenspannung und zur Verhinderung der Partikelaggregation 
ublicherweise notwendigen Tenside als physiologisch bedenklich angesehen 

20 werden und deshalb vor der Anwendung im Organismus wieder bis auf 
vertragliche Restgehalte aus den Praparationen zu entfernen sind. 

Als weiter Vorteil der erfindungsgemaften Mikropartikelpraparationen sind die 
vielfaltigen, dem jeweiligen Verwendungszweck anpaSbaren, 

25 Partikeleigenschaften zu nennen, die durch Variation verschiedener 

Herstellungsparameter leicht steuerbar sind. So konnen durch die Wahl des 
jeweils verwendeten Biopolymeren bzw. durch Veranderungen der 
funktionellen Gruppen des Biopolymeren (z.B. durch Acylierung mit 
Dicarbonsaureanhydriden, wie Bernsteinsaure-, Diglykolsaure-, Glutarsaure-, 

30 Maleinsaure- oder Fumarsaureanhydrid oder durch Acetylierung mit 
Monocarbonaureanhydriden, wie Essigsaureanhydrid oder 
Propionsaureanhydrid) die pharmakokinetischen Parameter der 
Mikropartikelpraparationen (Organverteilung, Aufenthaltsdauer in der 
Blutstrombahn) beeinfluBt werden. 

35 

Weiterhin kann der Gehalt des Biopolymeren im Wandmaterial in einem 
breiten Rahmen variiert werden, wodurch es moglich ist, die Zeitdauer des 
biologischen Abbaus des Kapselmaterials in vivo zu beeinflussen und dem 
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gewunschten Verwendungszweck anzupassen. Dieser Gehalt lafct sich direkt 
uber den Anteil des Biopolymeren in der Herstellungsldsung steuern. So 
besteht beispieisweise das Wandmaterial von nach Beispiel 1 aus 1 % (V/V) 
Butylcyanoacrylsaure und 5 % Gelatine enthaltender autoklavierter wassriger 

5 Losung hergestellter erfindungsgemafcer Mikropartikel zu 55 % (M/M) aus 
Biopolymeren, wahrend bei gleichem Einsatz an Butylcyanoacrylat bei in 2,5 
% iger wassriger autoklavierter Gelatinelosung hergestellten Mikropartikeln 
das Wandmaterial zu 35 % (M/M), bei in 7,5 % iger wassriger autoklavierter 
Gelatinelosung hergestellten Mikropartikeln das Wandmaterial zu 65 % 

10 (M/M) aus Biopolymeren besteht. 

Uberraschenderweise sind die erfindungsgemafcen Mikropartikel ohne Zusatz 
weiterer Hilfstoffe wie Laktose, Mannitol oder Sorbitol, wie sie ublicherweise 
zur Gefriertrocknung als Geriistbildner eingesetzt werden, gefriertrockenbar. 

15 Diese Geriistbildner sind nach der Trocknung fur die mechanische Zerstorung 
eines erheblichen Teils der Mikrokapseln verantwortlich, der dann nicht mehr 
fur die bildgebung nutzbar ist. Im Gegensatz dazu dient im Falle der 
erfindungsgemaBen Mikropartikel das im UberschuR eingesetzte Biopolymere 
des Wandmaterials als Geriistbildner, wodurch uberraschenderweise das 

20 Verhaltnis von intakten zu zerstorten Mikrokapseln drastisch verbessert 
wird. Aufgrund dieses gunstigeren Verhaltnisses kann die zur Bildgebung 
erforderliche Dosis deutlich verringert werden. 

Die erfindungsgemalSen Mikropartikel konnen jedoch auch - gegebenenfalls 
25 zusatzlich - pharmazeutische Wirkstoffe inkorporiert enthalten, indem z.B. 
das kontrastgebende Agens (im Fall von Kontrastmitteln fur 
Ultraschalluntersuchungen handelt es sich dabei um ein Gas oder 
Gasgemische) und ein oder mehrere Wirkstoffe in den Partikeln 
mikroverkapselt werden. Vorzugsweise konnen die Wirkstoffe auch mit den 
30 fur die orts-, struktur- oder gewebspezifischen Substanzen beschriebenen 
Methoden in das Wandmaterial inkorporiert werden. Falls es es sich bei den 
Wirkstoffen um Biopolymere handelt, konnen sie das Wandmaterial teilweise 
auch selbst bilden, indem sie bei der Herstellung entweder ausschliefclich 
oder im Gemisch mit anderen geeigneten Biopolymeren (z.B. Gelatine, 
35 Albumin, Fibronektin, Poly-L-lysin) als Ausgangsmaterial zur 

Mikropartikelpraparation unter Zusatz eines polymeriserbaren Monomeren 
oder Oligomeren eingesetzt werden. Der besondere Vorteil der Kopplung von 
Wirkstoffen an den Biopolymeranteil des Kapselmaterials liegt darin, da(2> 
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Wirkstoffe, die z.B. uber Peptidbindungen an den Biopolymeranteil des 
Kapselmaterials gebunden sind, durch enzymatischen Abbau in vivo 
freigesetzt werden konnen. 

5 Die erfindungsgemafcen Mikrqpartikel dienen insbesondere dem Nachweis 
oder der Therapie von Thrombosen und atherosklerotischen Veranderungen. 
Als besonders vorteilhaft ist dabei die Verwendung von Antikorpern oder 
Antikorperfragmenten gegen Fibrin, fibrinbindenden Plasmaproteinen oder 
deren Teilstrukturen, Gewebsplaminogenaktivator oder Teilstrukturen davon 
10 (z.B. Typ l-Homologie und Kringelsequehzen), Proteinbestandteilen von 
Lipoproteinen (auch Teilstrukturen) als homing devices anzusehen. 

Weitere Anwendungsgebiete fur die erfindungsgemaBen Mikropartikel 
konnen z.B. auch die Diagnose oder die Therapie hormoneller Funktionen 

15 sein (als besonders vorteilhaft ist hierbei die Verwendung von 

Peptidhormonen oder deren Abwandlungsprodukten mit der Fahigkeit zur 
Rezeptorbindung als homing devices anzusehen), oder die Diagnose oder 
Therapie von Lasionen von Blutgefafcendothelien (als besonders vorteilhaft 
ist hierbei entweder die Verwendung von Antikorpern bzw. 

20 Antikorperfragmenten gegen Substanzen aus der Integrin-Gruppe, 

insbesondere die Selectine wie z.B. LAM-1, ELAM-1 und GMP-1 40, oder die 
Verwendung von Rezeptoren bzw. deren bindungsvermittelnden Bruchstucke 
fur Substanzen aus der Integrin-Gruppe, insbesondere die Selectine wie z.B. 
LAM-1, ELAM-1 und GMP-1 40, als homing devices anzusehen). 

25 Daruberhinaus konnen die erfindungsgemafcen Mikropartikel auch zur 
Diagnose oder Therapie von Tumoren genutzt werden, indem Antikorper 
oder Antikorpergemische gegen Oberflachenantigene von Tumoren als 
homing devices verwendet werden. 

30 Die Herstellung der erfindungsgemafcen Mirkropartikel erfolgt durch die 

Polymerisation eines geeigneten reaktiven Monomeren oder Oligomeren (z.B. 
Cyanacrylsaurebutylester, Cyanacrylsaureisobutylester, 
Cyanacrylsaureisopropylester, Cyanacrylsaurepropylester, 
Cyanacrylsaureisohexylester, Cyanacrylsaurehexylester, 

35 Cyanacrylsauremethylester, Acrylsaure, Acrylamid, Acrylsaureglycidester, 
Acrylsaurechlorid) in einer Konzentration bezogen auf das Gesamtvolumen 
der Herstellungslosung von 0,01 - 10 % (m/V) (vorzugsweise 0,1 - 10 %) 
unter geeigneten Bedingungen (z.B. durch Wahl des pH, durch Zusatz von 
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Radikalen, und durch UV-Einstrahlung) unter Dispergieren in wassriger 
Phase, die ein Biopolymer, z.B. Albumin, Gelatine, Oxypolygelatine, 
Polygeline, Fibronektin, Poly-L-Lysin in einer Konzentration von 0,5-20 % 
(m/V) (vorzugsweise 1% - 15 % (m/V)) gelost enthalt. Bei Verwendung von 

5 Collagenabbauprodukten wie z.B. Gelatine, Polygeline oder Oxypolygelatine 
ist es haufig vorteilhaft, die Losuhgen yor der Mikropartikelherstellung zu 
autoklavieren. Nach beendeter Polymerisation werden die entstandenen 
Mikropartikel je nach Dichte und Partikelgrofce durch einmalige oder 
mehrmalige Zentrifugation, Filtration oder Flotation abgetrennt, 

10 gegebenenfalls durch Dialyse weiter gereinigt und in einem physiologisch 
vertraglichen Suspensionsmittel (vorzugsweise Wasser fur Injektionszwecke) 
bis zur gewunschten Konzentration suspendiert. Die Suspensionen konnen 
durch den Zusatz geeigneter wasserldslicher Stoffe wie z.B. Glucose, 
Mannitol, Sorbitol, Kochsalz, Galactose, Laktose, Fruktose, Trehalose 

15 isotonisiert werden. 

Die Grofcenverteilung der bei der Herstellung entstehenden Mikropartikel ist 
durch die Art des verwendeten Ruhrgerates und die Umdrehungszahl in 
weiten Bereichen steuerbar. 

20 

Die Herstellung gasgefullter Mikropartikel erfolgt, indem die Reaktion in einer 
mit dem gewunschten Gas gesattigten Losung durchgefuhrt wird. Dabei ist 
die Dichte der resultierenden Mikropartikel, d.h. das Verhaltnis zwischen 
Wandmaterial und Gasanteil, sowohl durch die Ruhrbedingungen als auch 
25 insbesondere durch den Anteil an Biopolymeren beim Herstellungsprozess 
steuerbar. 

Sollen Mikropartikel erhalten werden, bei denen der Kern aus demseiben 
Material wie die Hulle besteht, so ist bei der Herstellung darauf zu achten, 
30 date durch die Wahl eines geeigneten Ruhrgerates und einer geeigneten 
Ruhrgeschwindigkeit ein Schaumen der Reaktionslosung vermieden wird. 

Die geforderte Kombinierbarkeit mit orts-, struktur- oder gewebsspezifischen 
Substanzen, die eine zusatzliche Anreicherung der Mikropartikel in. 
35 Zielgebieten aufcerhalb der Organe des RES sicherstellen sollen (homing 
devices), erfolgt entweder uber die vor der Mikropartikelpraparation oder 
nachtraglich durchgefuhrte Kopplung der Substanzen an die das Hullmaterial 
mitbildenden Polypeptide mit bekannten Methoden der Biochemie zur 
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Kopplung von Aminosauren (z.B. W. Konig, R. Geiger: Eine neue Methode 
zur Synthese von Peptiden: Aktivierung der Carboxylgruppe mit 
Dicyclohexylcarbodiimid unter Zuatz von 1 -Hydroxy-benzotriazolen. Chem. 
Ber. 103, 788-798 (1970)), oder dadurch, daft die Mikropartikel in einer 
5 wassrigen Losung der orts-, struktur- oder gewebsspezifischen Substanz 
hergestellt werden, falls diese ein Polypeptid darstellt, so daS die Substanz 
direkt als Bestandteil des Hullmaterials dient. 

Als an die Mikropartikel koppelbare, oder das Huilmaterial mitbildende orts-, 
10 struktur-, oder gewebsspezifische Substanzen kommen vorzugsweise 

Antikorper, kbnjugierte Antikorper, Hormone (insbesondere Peptidhormone), 
Transferrin, Fibronektin, Heparin, Transcqbalamin, epidermaler 
Wachstumsfaktor, Lipoproteine, Plasmaproteine sowie deren 
spezifitatsvermittelnden Teilstrukturen und Oligopeptide wie RGD, RGDS, 
15 RGDV und RGDT in Betracht. 

Als an die Mikropartikel koppelbare chelatisierende Liganden kommen 
Diethylentriaminpentaessigsaure oder deren Derivate infrage. Die 
Verknupfung dieser Liganden mit den Partikeln erfolgt in an sich bekannter 
20 Weise [Hanatowich et al., Science 220 (1 983) 613]. Anschliefcend werden 
die Partikel mit den den gewunschten Metallionen zu dem jeweiligen ■ 
partikelfixierten Metallkomplex umgesetzt. 

Die Wahl des verwendeten Metallions richtet sich nach dem gewunschten 
25 Anwendungsbereich. Im Bereich der NMR-Diagnostik werden 

erfindungsgemaft bevorzugt paramagnetische Metallionen der Elemente der 
Ordnungszahlen 21-29 und 57-70, insbesondere Gadolinium(lll)ionen, 
eingesetzt. Fur die Anwendung in der Szintigraphie finden geeignete Emitter 
radioaktiver Strahlung, bevorzugt 1 1 1 1n oder 99m Tc, 123 lund 131 1 
30 Anwendung. 

Die fertigen Mikropartikelsuspensionen konnen direkt fur den jeweiligen 
vorbestimmten Verwendungszweck eingesetzt werden, jedoch hat es sich 
zur Verbesserung der Lagerstabilitat als vorteilhaft erwiesen, die 
35 Suspensionen unter Zusatz von Gerustbildnern (wie z.B. Trehalose, 
Polyvinylpyrrolidon, Laktose, Mannitol, Sorbitol, Glycin), die auch zur 
Einstellung der Tonizitat dienen konnen, einzufrieren und anschliefcend 
gefrierzutrocknen. Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen das im 
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UberschuG eingesetzte Biopolymere selbst als Geriistbildner einzusetzen. In 
beiden Fallen ist es zweckmafcig, die Suspensionen wahrend des Einf.rierens 
zu bewegen, um ungleiche Partikelverteilungen im gefrorenen Gut durch 
Sedimentation oder Flotation zu verhindern. Die Herstellung der 
5 gebrauchsfertigen, injizierbaren Suspensionen aus den gefriergetrockneten 
Zubereitungen, erfolgt durch Resuspendieren des Lyophilisats in einem 
pharmazeutisch akzeptablen Suspensionsmedium wie z.B Wasser p.i., 
waftrige Losungen eines oder mehrerer anorganischer Salze wie 
physiologische Elektrolyt-Losungen, wafcrige Losungen von Mono- oder 
10 Disacchariden wie Glucose oder Lactose, Zuckeralkoholen wie Mannit 

enthalten, bevorzugt jedoch in fur Injektionszwecke geeignetem Wasser. Die 
Gesamtkonzentration der gegebenenfalls gelosten Stoffe betragt 0-20 . 
Gewichts-Prozent. 

15 Die Konzentration des gebrauchsfertigen Kontrastmittels kann im Bereich 
von 0,01 bis 20 mg, bevorzugt von 0,5 bis 6 mg Partikel/ml 
Suspensionsmedium eingestellt werden. Die injizierte Dosis ist abhangig vom 
jeweiligen Verwendungszweck; sie liegt bei ultraschalldiagnostischen 
Untersuchungen bei der Untersuchung der GefaBe im Bereich 1 bis 500 //g, 

20 bevorzugt zwischen 10 und 100 jjg Partikel/kg Korpergewicht, bei der Un- 
tersuchung von Leber und Milz mittels Farbdopplersonographie im Bereich 
von 50 bis 1000, bevorzugt zwischen 200 und 600 /vg/kg Korpergewicht. 
Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele erlautert: 
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Bgispigl 1 

In 300 ml destilliertem Wasser werden 15 g Gelatine (300 Bloom) gelost 
und mit Salzsaure auf pH 3,0 eingestellt. Die Losung wird 30 Minuten bei 

5 121 °C autoklaviert. Nach dem Erkalten auf Raumtemperatur wird der pH- 
Wert der Losung zu pH 5,0 korrigiert (mit Natronlauge) und in einem 2000 
ml Becherglas mit einem schnellaufenden Ruhrer bei 10000 Upm geruhrt. Zu 
der Losung werden unter Ruhren 3 ml Cyanacrylsaurebutylester langsam (10 
Minuten) zugetropft. Die entstehenden Mikropartikel werden 60 Minuten 

10 weitergeriihrt. Danach wird die Suspension in einem Scheidetrichter 2 d 
flotiert. Der Unterstand wird abgelassen und der Uberstand wird mit 
destilliertem Wasser zu 100 ml erganzt., Die Suspension enthalt gasgefullte, 
schallaktive Mikropartikel in einer Grdfce von ca. 0,1 - 8 urn, wobei durch 
zusatzliche Flotation oder Filtration erforderlichenfalls die Teilchengrofcen 

15 weiter eingeengt werden konnen (z.B. auf 0,5 - 3 jim). Die Kapselwand der 
Mikropartikelartikel besteht zu ca. 55 % (M/M) aus Polypeptiden und zu ca. 
45 % (M/M) aus Polycyanacrylsaurebutylester. Die Partikel sind ohne den 
Zusatz grenzflachenaktiver Hilfsstoffe in Wasser dispergierbar. Sie neigen 
nicht zur Aggregation. Durch den Zusatz eines geeigheten Hilfsstoffes (z.B. 

20 Glucose, Natriumchlo'rid, Mannitol, Laktose, Galaktose) kann die Suspension 
isotonisiert werden. 

Die Suspension lafct sich erforderlichenfalls zur Erhohung der Lagerstabilitat 
ohne Verlust ihrer Eignung als Kontrastmittel f Or Ultraschalluntersuchungen 
25 vorzugsweise nach Zusatz eines Kryoprotektors, wie z.B. Laktose, 
Polyvinylpyrolidon, Mannitol, Glycin gefriertrocknen. 

30 

500 mg Poly-L-Lysin (MG 5000) werden in 20 ml destilliertem Wasser gelost 
und mit Phosphatpuffer auf pH 4.5 eingestellt. 100 mg 
Acrylsaureglycidester dazugegeben, das Gemisch wird mit einem 
schnelllaufenden Ruhrer unter Kuhlung bei 20 °C geruhrt. Es werden 10 mg 
35 Ammoniumperoxydisulfat und 0,1 ml N,N,N , ,N , -Tetramethylendiamin 
zugegeben. Es wird fur weitere 90 Minuten geruhrt. Die entstandenen 
gasgefullten Mikropartikel werden durch Flotation abgetrennt. Die 
Teilchengrdfte'der Mikropartikel liegt zwischen 0,2 und 6 urn. 
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5 7,5 g Polygeline werden in 200 ml Wasser fur Injektionszwecke gelost. Die 
Losung wird mit Phosphorsaure auf pH 3,0 eingestellt und mit Wasser fur 
Injektionszwecke zu 300 ml erganzt. Die Losung wird durch einen 0,22 |im 
Filter zur Sterilfiltration fiitriert und mit einem schnelldrehenden Dissolver bei 
6000 Upm geruhrt. Unter Ruhren werden langsam eine Mischung aus 1.5 ml 

10 Cyanacrylsaureisopropylester und 1 ,5 ml Cyanacrylsaurebutylester 
zugetropft. Es wird 120 Minuten lang weitergeruhrt. Die entstandene 
Suspension wird drei Tage im Scheidetrichter flotiert. Das weitere Vorgehen 
entspricht Beispiel 1 . Die entstandenen Mikropartikel enthalten Gas. Sie 
eignen sich als Kontrastmittel fur Ultraschalluntersuchungen. Ihr 

15 Wandmaterial besteht zu ca. 22 % (M/M) aus Biopolymer, zu ca. 40 % 
(M/M) aus Polycyanoacrylsaurebutylester und zu ca. 38 % (M/M) aus 
Polycyanoacrylsaureisopropylester. Sie lassen sich ohne Zusatz 
grenzflachenaktiver Hilfsstoffe in Wasser dispergieren ohne dabei zu 
aggregieren. Ihre Teilchengrofce betragt ca. 0,2 - 6 ^im. 

20 

Beispiel 4 

10 g Humanalbumin werden in 200 ml Wasser fur Injektionszwecke gelost. 

25 Die Losung wird mit SalzsauVe auf pH 4,0 eingestellt und mit Wasser fur 
Injektionszwecke zu 300 ml erganzt. Die Losung wird durch einen 0,22 urn 
Filter zur Sterilfiltration fiitriert und mit einem schnelldrehenden Dissolver bei 
10000 Upm geruhrt. Unter Ruhren werden langsam 2 ml 
Cyanacrylsaureisopropylester zugetropft. Es wird 60 Minuten lang 

30 weitergeruhrt. Die entstandene Suspension wird drei Tage. im Scheidetrichter 
flotiert. Das weitere Vorgehen entspricht Beispiel 1 . Die entstandenen 
Mikropartikel enthalten Gas. Sie eignen sich als Kontrastmittel fur 
Ultraschalluntersuchungen. Ihr Wandmaterial besteht zu.ca. 30 % (M/M) aus 
Humanalbumin und zu ca. 70 % (M/M) aus 

35 Polycyanoacrylsaureisopropylester. Sie lassen sich ohne Zusatz 

grenzflachenaktiver Hilfsstoffe in Wasser dispergieren ohne dabei zu 
aggregieren. Ihre Teilchengrofte betragt durchschnittlich ca. 0,2 - 3 urn. 
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Bftispiel 5 

250 ml Oxypolygelatine-Ldsung werden mit Salzsaure auf pH 2,5 eingestellt 
5 und mit Wasser fur Injektionszwecke zu 300 ml erganzt. Die Losung wird 
durch einen 0,22 pm Filter zur Sterilfiltration filtriert und mit einem 
schnelldrehenden Rotor-Stator-Ruhrer bei 8000 Upm geruhrt. Unter Riihren 
werden langsam 3 ml Cyanacrylsaurebutylester zugetropft. Es wird 90 
Minuten lang weitergeruhrt. Die entstandene Suspension wird drei Tage im 
10 Scheidetrichter flotiert. Das weitere Vorgehen entspricht Beispiel 1 . Die 

entstandenen Mikropartikel enthalten Gas. Sie eignen sich ais Kpntrastmittel 
fur Ultraschalluntersuchungen. Ihr Wandmaterial besteht zu ca. 25 % (M/M) 
aus Oxypolygelatine und zu ca. 75 % (M/M) aus 
Polycyanoacrylsaurebutylester. Sie lassen sich ohne Zusatz 
15 grenzflachenaktiver Hilfsstoffe in Wasser dispergieren ohne dabei zu 
aggregieren. Ihre Teilchengrofce betragt ca. 0,2 - 4 ^m. 



Rpisniel 6 

500 mg Fibronektin werden in 5 ml destilliertem Wasser gelost und mit. 
Salzsaure auf pH 3,5 eingestellt. Die Losung wird durch einen 0,22 um Filter 
zur Sterilfiltration filtriert und mit einem schnelldrehenden Rotor-Stator- 
ROhrer in einem gekuhlten 1 5 ml Gefafc (15 °C) bei 8000 Upm geruhrt. 
Unter Ruhren werden langsam 0,3 ml Cyanacrylsaurebutylester zugetropft. 
Es wird 90 Minuten lang weitergeruhrt. Die entstandene Suspension wird 
drei Tage im Scheidetrichter flotiert. Der Uberstand wird in 2 ml Wasser fur 
Injektionszwecke, welches 100 mg Mannitol enthalt, suspendiert. Die 
Suspension wird bei -50 °C unter Schiitteln eingefroren und 
gefriergetrocknet. Vor Anwendung werden die Mikropartikel mit 2 ml 
Wasser fur Injektionszwecke redispergiert. Die Teilchengrdfce der 
Mikropartikel betragt durchschnittlich 0,8 um. Sie sind ais Kontrastmittel fur 
Ultraschalluntersuchungen geeignet. Das Wandmaterial der Mikropartikel 
besteht zu ca. 35 % (M/M) aus Fibronektin und zu ca 65 % (M/M) aus 
Polycyanoacrylsaurebutylester. 
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Bgispi'el 7 

100 mg eines Antikorpers gegen Fibrin werden in 4 ml Phosphatpuffer (pH 
4,5) gelost. Die Losung wird durch einen 0,22 Filter zur Sterilf iltration 
5 filtriert und in einem doppelwandigen Ruhrgefaft (Fassungsvolumen 10 ml) 
mit einem schnelldrehenden Dissolver-Ruhrer unter Kuhlung bei 6000 Upm 
geruhrt. Wahrend des Ruhrens werden langsam 0,2 ml 

Cyanacrylsaurebutylester zugetropft. Es wird 60 Minuten lang weitergeruhrt. 
Die entstandene Suspension wird zwei.Tage im Scheidetrichter flotiert. Der 

10 Unterstand wird abgelassen. der Uberstand wird mit 200 mg Laktose und 2 
ml Wasser fur Injektionszwecke versetzt. Die Suspension wird unter 
Schiitteln im Kaltebad bei -40 °C eingefroren und anschliefcend 
gefriergetrocknet. Vor Anwendung werden die Mikropartikel mit 2 ml 
Wasser fur Injektionszwecke resuspendiert. Sie sind gasgefullt und eignen 

15 sich als Kontrastmittel fur Ultraschalluntersuchungen. Ihre Teilchengrofce 
betragt durchschnittlich ca. 1 (im. Das Wandmaterial der Mikropartikel 
besteht zu ca. 20 % (M/M) aus dem Antikorper und zu ca. 80 % (M/M) aus 
Polycyanpacrylsaurebutylester. 

20 

Bgispiel 9 

1 5 g Polygeline werden in 50 ml Wasser fur Injektionszwecke gelost, unter 
pH-Kontrolle wird tropfenweise 2 N Natronlauge zugegeben. Es werden 

25 insgesamt 2 g Diglykolsaureanhydrid successive zugegeben, wobei der pH- 
Wert zwischen 7,5 und 8,0 gehalten wird. Nach Beendigung der Reaktion 
wird die uberschussige Diglykolsaure durch mehrfache Ultrafiltration 
(AusschluSgrenze MG 1000) aus der Losung entfernt. Die acylierte 
Polygelinelosung wird mit Wasser fur Injektionszwecke auf 300 ml erganzt 

30 und durch einen 0,22 jam Filter filtriert. Unter Ruhren bei 10000 Upm 

werden langsam 3 ml Cyanacrylsaurebutylester zugesetzt. Nach beendeter 
Zugabe wird 60 Minuten lang weitergeruhrt. Die entstandenen gasgefullten 
Mikropartikel werden durch Zentrifugation bei 1500 Upm (30 Minuten) 
abgetrennt und in 50 ml Wasser fur Injektionszwecke aufgenommen. Sie 

35 sind ohne Zusatz oberflachenaktiver Hilfsstoffe in Wasser dispergierbar ohne 
zu aggregieren. Ihre Teilchengrofle liegt bei 0,1-6 ^im. Das Wandmaterial 
der Mikropartikel besteht zu ca. 45 % (M/M) aus acylierter Polygeline und zu 
ca. 55 % (M/M) aus Polycyanoacrylsaurebutylester. 
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Beispiel 9 

5 20 ml der nach Beispiel 3 hergestellten gasenthaltenden Mikropartikel 

werden in 20 ml Phosphatpuffer pH 4,5 aufgenommen. Die Suspension wird 
bei 4 °C geruhrt (100 Upm) und es werden 25 m'g (3-Dimethylaminopropyl)- 
N'-ethylcarbodiimid-HCI dem Gemisch hinzugefugt. Nach 60 Minuten 
werden 25 mg Fibronektin, die zuvor in 10 ml Phosphatpuffer gelost 

10 wurden, zu der Mikropartikelsuspension gegeben. Es wird iiber 60 Minuten 
bei 4 °C und weitere 120 Minuten bei Raumtemperatur geruhrt. 
Anschliefcend wird die Suspension dreifach gegen Phosphatpuffer pH 4,5 
dialysiert (Ausschlufcgrenze MG 1000) und zwei Tage im Scheidetrichter 
flotiert. Der Uberstand wird in 20 ml Wasser fur Injektionszwecke 

15 aufgenommen, mit 5 % Polyvinylpyrrolidon (m/V) versetzt, bei -40 °C unter 
Schutteln eingefroren und gefriergetrpcknet. 

Beispiel 10 

20 

Das Lyophilisat aus Beispiel 9 wird mit 20 ml 5 % iger Glukoselosung 
resuspendiert. 0,1 ml davon werden zu 10 ml PBS-L6sung von 37 °C 
gegeben, die einen frisch hergestellten Fibrinclot enthalt (Durchmesser 1 
mm). Nach 10 minutiger Inkubation unter Schutteln im Wasserbad wird der 

25 Clot entnommen, funfach mit je 10 ml PBS (pH 7,4) gewaschen und 

anschliedend sonographisch untersucht. Im Farbdoppler lassen sich eindeutig 
Signale anhangender Mikropartikel nachweisen. Mit den Partikeln aus 
Beispiel 3 (ohne die in Beispiel 9 gezeigte Umsetzung mit Fibronektin) wird 
analog verfahren. Bei der sonographischen Untersuchung der Clots lassen 

30 sich (auch im Farbdoppler) keine anhangenden Mikropartikel nachweisen. 



Beispigl 1 1 

35 5 ml der nach Beispiel 3 hergestellten gasenthaltenden Mikropartikel werden 
in 5 ml Phosphatpuffer pH 4,5 aufgenommen. Die Suspension wird bei 4 °C 
geruhrt (100 Upm), und es werden 10 mg (3-Dimethylaminopropyl)-N'- 
ethylcarbodiimid-HCI dem Gemisch hinzugefugt. Nach.funf Minuten werden 
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2,5 mg eines Antikorpers gegen Fibrin (Nr. 0541 clone E8, Immunotech, 
Marseille, Frankreich), die zuvor in 1 ml Phosphatpuffer gelost wurden, zu 
der Mikropartikelsuspension gegeben. Es wird 60 Minuten bei 4 °C und 
weitere 120 Minuten bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieGend wird die 
5 Suspension dreifach gegen Phosphatpuffer pH 4,5 dialysiert 

(Ausschluftgrenze MG 1000) und zwei Tage im Scheidetrichter flotiert. Der 
Uberstand wird in 2 ml Wasser fur Injektionszwecke aufgenommen, mit 5 % 
Polyvinylpyrrolidon (m/V) versetzt, bei -40 °C unter Schutteln eingefroren 
und gefriergetrocknet. 

10 

Beispiel 12 

Das Lyophiiisat aus Beispiel 1 1 wird mit 2 ml 5 % iger Glukoselosung 
15 resuspendiert. 0,1 ml davon werden zu 10 ml PBS-L6sung von 37 °C 
gegeben, die einen frisch hergestellten Fibrincldt enthalt (Durchmesser 1 
mm). Nach 10 minutiger Inkubation unter Schutteln im Wasserbad wird der 
Clot entnommen, funf Mai mit je 10 ml PBS (pH 7,4) gewaschen und 
anschliefcend sonographisch untersucht. Im Farbdoppler lassen sich eindeutig 
20 Signale anhangender Mikropartikel nachweisen. Mit den Partikeln aus 

Beispiel 3 (ohne die in Beispiel 1 1 gezeigte Umsetzung mit dem AntikSrper 
gegem Fibrin) wird analog verfahren. Bei der sonographischen Untersuchung 
der Clots lassen sich (auch im Farbdoppler) keine anhangenden Mikropartikel 
nachweisen. 

25 

Beispiel 13 

0,1 ml der resuspendierten Partikel aus Beispiel 6 werden im 
30 Versuchsaufbau analog Beispiel 1 1 auf ihre Fibrinbindung gepruft. In der 
sonographischen Untersuchung lassen sich deutlich an den Clot gebundene 
Mikropartikel nachweisen. 
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Beispiel 1 4 

0,1 ml der resuspendierten Partikei aus.Beispiel 7 werden im 
Versuchsaufbau analog Beispiel 1.1 auf ihre Fibrinbindung gepruft. In der 
5 sonographischen Untersuchung lassen sich deutlich an den Clot gebundene 
Mikropartikel nachweisen. 

Pgigpigl 15 

10 

1 0 ml der nach Beispiel 8 hergestellten Mikropartikel werden in 1 0 ml 
Phosphatpuffer pH 4,5 aufgenommen, und es werden 20 mg 1- 
Hydroxybenzotriazol hinzugefugt. Nach Abkuhlen auf 4 °C wird geriihrt 
(100 Upm), und es werden 10 mg (3-Dimethylaminopropyl)-N , - 

15 ethylcarbodiimid-HCI zugegeben. Es wird 60 Minuten lang bei 4 °C 

weitergeruhrt. Danach wird fur weitere 60 Minuten bei Raumtemperatur 
geruhrt Zu der Suspension werden bei Raumtemperatur 10 mg 
Pankreozymin, die zuvor in 5 ml Phosphatpuffer gelost wurden, gegeben. Es 
wird uber 120 Minuten bei Raumtemperatur geruhrt. AnschliefSend wird die 

20 Suspension funf Mai gegen Phosphatpuffer pH 4,5 dialysiert 

(Ausschluftgrenze MG 1000) und zwei Tage im Scheidetrichter flotiert. Der 
Uberstand wird in 10 ml Wasser fur Injektionszwecke aufgenommen, mit 5 
% Polyvinylpyrrolidon (m/V) versetzt, bei -40 °C unter Schutteln eingefroren 
und anschlieliend gefriergetrocknet. 

25 

pmsoiel 16 

Das Lyophilisat aus Beispiel 15 wird mit 10 ml Wasser fur Injektionszwecke 
30 resuspendiert. 0,1 ml der Suspension werden einer Ratte in die 

Schwanzvene injiziert. Nach 10 Minuten wird das Pankreas entnommen und 
im Wasserbad sonographisch untersucht. Im Farbdoppler sind 
Ultraschallsignale der Mikropartikel zu erkennen. 
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Beispiel 17 

5 mi der nach Beispiel 3 hergestellten gasenthaltenden Mikropartikel werden 
in 5 ml Phosphatpuffer pH 4,5 aufgenommen. Die Suspension wird bei 4 °C 
5 geruhrt (100 Upm), und es werden 10. mg (3-Dimethylaminopropyl)-N'- 
ethylcarbodiimid-HCI dem Gemisch hinzugefugt. Nach funf Minuten werden 
5 mg tPA, die zuvor in 1 ml Phosphatpuffer gelost wurden, zu der 
Mikropartikelsuspension gegeben. Es wird uber 24 Stunden bei 4 °C 
weitergeruhrt. Anschliefcend wird die Suspension dreifach gegen 
10 Phosphatpuffer pH 4,5 dialysiert (AusschluBgrenze MG 1000) und zwei 
Tage im Scheidetrichter flotiert. Der Uberstand wird in 2 ml Wasser fur 
Injektionszwecke aufgenommen. 

15 Beispiel 18 

Es werden zwei Fibrinclots (Masse je ca. 50 mg) hergestellt, die in 20 ml 
Plasma gegeben werden. Zu den Clots werden 0,05 ml der nach Beispiel 17 
hergestellten Partikelsuspension gegeben. Nach 10 Minuten werden die 
20 Clots aus dem Plasma entnommen, in der sonographischen Untersuchung 
zeigen sich im Farbdoppler Signale anhangender Mikropartikel. 

Beispiel 19 

25 

In 20 ml einer wassrigen Suspension aus Magnetitpartikeln (ca. 20 mmol 
Eisen/ml, Durchmesser der Partikel ca. 20 nm) werden 0,6 g Gelatine gelost. 
Die Losung wird mit Salzsaure auf ph 3 eingestellt. Unter Ruhren (3000 
Upm) werden 0,2 ml Cyanacrylsaureisobutylester langsam zugesetzt. Nach 

30 beendeter Zugabe wird 90 Minuten lang weitergeruhrt. Die Suspension wird 
zentrifugiert (2000 Upm, 60 Minuten). Der Uberstand wird verworfen, der 
Unterstand wird in 10 ml PBS pH 7,4 (10 mmol) aufgenommen. Die 
Suspension wird auf 4 °C abgekuhlt und es werden unter Ruhren (100 Upm) 
10 mg O-DimethylaminopropyD-N'-ethylcarbodiimid-HCI zugegeben. Es wird 

35 6 0 Minuten lang bei 4 °C weitergeruhrt. Danach werden 5 mg eines 
Antikorpers gegen Fibrin (Nr. 0541 clone E8, Immunotech, Marseille, 
Frankreich) zugegeben. Es wird 60 Minuten bei 4 °C und anschliefcend 120 
Minuten bei Raumtemperatur weitergeruhrt. Die Suspension wird funf Mai 
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gegen PBS pH 7,4 (10 mmol) ultraf iltriert (Ausschlufcgrenze MG 5000). 
Danach wird die Suspension zentrifugiert (2000 Upm, 60 Minuten). Der 
Unterstand wird in 5 ml Wasser fur Injektionszwecke aufgenommen, das 5 
% Mannitol (m/V) enthalt und durch einen 5 nm Membranfilter f iltriert. Das 
5 Filtrat wird bei -40 °C eingefroren und anschliefcend gefriergetrocknet. 

Beispiel 2Q 

10 1 5 g Gelatine (300 Bloom) werden in 1 50 ml Wasser fur Injektionszwecke 
bei 80 °C gelost. Nach dem Erkalten wird die Losung mit 0,1 N HCI auf pH 
2,5 eingestellt und mit Wasser fur Injektionszwecke zu 300 ml erganzt. Die 
Losung wird autoklaviert (Verfahren A 121, Deutsches Arzneibuch 9. 
Ausgabe). Der pH-Wert der autoklavierten Losung wird kontrolliert und 

15 erforderlichenfalls zu pH 2,5 korrigiert. Zu der Losung werden unter Ruhren 
3 ml Cyanacrylsaureisobutylester gegeben. Es wird 90 Minuten 
weitergeruhrt. Die entstandene Mikropartikelsuspension wird bei 1000 Upm 
60 min lang zentrifugiert, der Uberstand in 50 ml Wasser fur 
Injektionszwecke aufgenommen und erneut bei 1000 Upm 60 min lang 

20 zentrifugiert. Dies wird insgesamt 5 mal wiederholt. Der Uberstand der 

letzten Zentrifugation wird in 50 ml PBS (pH 7,0) aufgenommen und unter 
Ruhren zu 0,1 mg festem Diethylentriaminpentaessigsauredianhydrid (vgl.: 
Hnatowich et al (1 983) Science 220:61 3) gegeben. Es wird 5 Minuten 
geruhrt. Die Suspension wird bei 1000 Upm 60 min lang zentrifugiert, der 

25 Uberstand in 50 ml Wasser fur Injektionszwecke aufgenommen. Die 
Zentrifugation gegen Wasser fur Injektionszwecke wird noch 4 mal 
wiederholt. Der Uberstand der letzten Zentrifugation wird mit 50 ml Wasser 
fur Injektionszwecke aufgenommen und durch eine Filterkolonne aus HDC- 
Porenfiltern der Porengro&en 70, 40, 20 und 10 /jm filtriert. Das Filtrat 

30 enthalt ca 2 x 10 9 Partikel/ml, die DTPA-Gruppen auf ihrer Oberflache 

besitzen. Die mittlere PartikelgroSe betragt ca. 2 jjm. Die Partikel lassen sich 
mit den bekannten Methoden mit radioaktiven Metallionen (z.B. ln-1 1 1 oder 
Tc-99) markieren. 
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Beispiel 21 ' 

Fibrinclot wie Beispiele zur Schallanwendung, nur mit Gammacounter statt 
mit Doppler Nachweis fuhren. 

5 

Beispiel 22 

7,5 g Polygeline werden in 150 ml Wasser fur Injektionszwecke bei 80 °C 

10 geldst. Nach dem Erkalten wird die Losung mit 0,1 N HCI auf pH 3 

eingestellt und mit Wasser fur Injektionszwecke zu.300 ml erganzt. Die 
Losung wird autoklaviert (Verfahren A 12.1, Deutsches Arzneibuch 9. 
Ausgabe). Der pH-Wert der autoklavierten Losung wird zu pH 2 korrigiert. Zu 
der Losung werden unter Ruhren 3 ml Cyanacrylsaurebutylester gegeben. Es 

15 wird 90 Minuten weitergeruhrt. Die entstandene Mikropartikelsuspension 
wird bei 1000 Upm 60 min lang zentrifugiert, der Oberstand in 50 ml 
Wasser fur Injektionszwecke aufgenommen und erneut bei 1000 Upm 60 
min lang zentrifugiert. Dies wird insgesamt 5 mal wiederholt. Der Oberstand 
der letzten Zentrifugation wird in 50 ml PBS (pH 7,4) aufgenommen und auf 

20 4 C abgekuhlt. Unter Ruhren bei 4 °C werden 50 mg Streptavidin und 5 mg 
EDC zugegeben. Es wird 1 h weitergeriihrt. Die Suspension wird 3 mal. 
zentrifugiert (1 000 Upm, 60 min). Nach jeder Zentrifugation wird der 
Oberstand mit 50 ml PBS (pH 7,0, 10mM Phosphat) aufgenommen. Der 
Antikorper gegen Fibrin wird in einem molaren Verhaltnis von 1:5 mit 

25 sulfosuccinimidyl-6-(biotinamido)-hexanoat (NHS-LC-Biotin) nach der 
Methode von DJ Hnatovitch et al, J. Nucl. Med. 23. (1987) 1294-1302 
markiert. 



30 Bftispiel 23 

Es werden 0,5 mg des Biotin-markiertert Antikorpers gegen Fibrin aus 
Beispiel 22 einem mit einer Cholesterin enthaltenden Diat gefiitterten 
Kanninchen intravenos injiziert. Nach 3 Stunden werden die Partikel aus 
35 Beispiel 22 nachinjiziert. 10 Minuten spater wird dem zuvor getotetem Tier 
die Halsaterie entnommen und es werden die atherosklerotischen 
Arterienabschnitte im Wasserbad im Dopplermodus auf Kontrastmittelsignale 
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untersucht. Es lassen sich eindeutige Schallsignale von anhaftenden 
Partikeln nachweisen. 

5 Bgispiel 24 

a) 20 ml der nach Beispiel 8 hergestellten Mikropartikelsuspension 
werden mittels 5 ml Phosphatpuffer auf einen pH-Wert von 4,5 gebracht 
und anschliefcend mit 50 mg eines 125-lod markierten Antikorpers gegen 

10 Fibrin (5 //Ci) versetzt. Unter Ruhren bei 4 °C werden, zu der 

Reaktionsmischung 500 mg (3-Dimethylaminopropyl)-N % -ethylcarbodiimid- 
Hydrochlorid gegeben. Anschliefcend wird 8 Stunden unter Kuhlung 
weitergeruhrt, die Mikropartikel durch Zentrifugation abgetrennt und 
insgesamt dreimal mit je 20 ml Wasser fur Injektionszwecke gewaschen, 

15 wobei jeder einzelne Waschvorgang in der Weise erfolgt, daS die Partikel in 
Wasser resuspendiert und anschlieSend zentrifugiert werden. Nach dem 
letzten Waschvorgang werden die Partikel in 20 ml Wasser fur 
Injektionszwecke resuspendiert. 

Der Bindungsgrad des Antikorpers auf dem Partikel wird mit einem Gamma- 
20 Counter anhand der 125-Jod Aktivitat bestimmt, Danach sind 93 % der 
ursprunglich eingesetzten Antikorpermenge fest an die PartikeloberflSche 
gebunden. 

b) Mikropartikel hergestellt nach Beispiel 4 der DE 38 03 972 werden in 
25 einer dem Beispiel 24 a) entsprechenden Menge mit 50 mg eines 125-Jod 

markierten Antikorpers gegen Fibrin (5 /jC\) unter sonst identischen 
Reaktionsbedingungen umgesetzt. 

Ein Vergleich des Bindungsgrad mit den Partikeln nach Beispiel 24 a) zeigt 
einen erheblich geringeren Wert von nur 1 %. 
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Pfltentansoruche 

1 . Mikrokapseln fur die Diagnose und/oder Therapie aus bio.logisch 
abbaubaren Polymeren, dadurch gekenhzeichnet, daft 

5 das Wandmaterial aus einem Mischpolymeren aus mindestens einem 

synthetischen polymeren Material und mindestens einem Biopolymeren 
besteht, welches 

a) orts-, struktur- oder gewebespezifische Eigenschaften aufweist oder 

b) funktionelle Gruppen besitzt, iiber welche gegebenenfalls 

10 chelatisierende Liganden oder deren Metallkomplexe und/oder orts-, • 

struktur- oder gewebespezifische Substanzen gebunden sirid, 
und gegebenenfalls zusatzlich einen oder mehreren pharmazeutischer(n) 
Wirkstoff(en) enthalt 
und das der Kern der Kapseln aus 

15 a) einem Gas oder Gasgemischen und/oder 

b) einem pharmazeutischen Wirkstoff oder Wirkstoffgemisch oder 

c) dem gleichen Material wie die Kapselwand besteht, 

unter den MaBgaben, da& das synthetische polymere Material nicht aus 
polymerisierbaren Aldehyden aufgebaut ist, daS das Gewichtsverhaltnis 
20 vom Biopolymer zum synthetischen Polymer im Bereich von 10:90 bis 

80:20 liegt und das die Mikrokapselgrofce 0,5 bis 8 ^m betragt. 

2. Mikrokapseln gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dad das 
synthetische Polymere aus monomerer Acrylsaure, Acrylamid, 

25 Acrylsaurechlorid, Acrylsaureglycidester oder monomeren 

Alkylcyanoacrylaten aufgebaut wird. 

3. Mikrokapseln gemafc Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafc das 
Biopolymer ein gegebenenfalls glykosiliertes Polypeptid, bevorzugt 

30 Albumin, Fibrinogen, Fibronektin oder ein Collagenabbauprodukt, 

bevorzugt Gelatine, Polygeline, Oxypolygelatine oder Poly-L-Lysin ist. 

4. Mikrokapseln gema& Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft die 
gegebenfalls uber die funktionellen Gruppen des Biopolymeren 

35 gebundene orts-, struktur und gewebespezifische Substanzen 

Antikorper, konjugierte Antikorper, Hormone, Transferrin, Fibronektin, 
Heparin, Transcobalamin, epidermaler Wachstumsfaktor, Lipoproteins 
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Plasmaproteine, Peptide oder Oligopeptide sind, die bevorzugt die 
Aminosauresequenzen RGD, RGDS, RGDV oder RGQT enthalten. 

5. Mikrokapseln gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft das 

5 Biopolymer ein Polypeptid mit orts-, struktur und gewebespezifischen 

Eigenschaften ist. 

6. Mikrokapseln gemaB Anspruch 1-5 zur Anwendung in der Ultraschall- 
Diagnostik, dadurch gekennzeichnet, daS das Wandmaterial ein Gas, 

10 bevorzugt Luft, Stickstoff, Kohlendioxid, Sauerstoff, Helium, Neon, 

Argon, Krypton oder ein Gemisch aus mindestens zwei dieser Gasen, 
einschlieftt. 

7. Mikrokapseln gemafc Anspruch 1-5, dadurch gekennzeichnet, daft der 
15 uber die funktionellen Gruppen des Biopolymeren gebundenen Reste 

chelatierende Liganden sind. 

8. Mikrokapseln gemafc Anspruch 1-5 und 7 enthaltend als chelatisierende 
Liganden Ethylendiaminpentaessigsaure-Reste oder deren Derivate. 

20 

9. Mikrokapseln gemafc Anspruch 1-5, 7 und 8, dadurch gekennzeichnet, 
dafc die uber die funktionellen Gruppen des Biopolymeren gebundenen 
Reste Chelat-Komplexe eines Metallions sind. 

25 10. Mikrokapseln gemafc Anspruch 1-5 und 7-9, dadurch gekennzeichnet, 
daS die komplex gebundenen Metallionen paramagnetisch, bevorzugt 
Gadoliniumionen sind. 

1 1 . Mikrokapseln gemaG Anspruch 9-10 zur Anwendung in der NMR- 
30 Diagnostik. 

12. Mikrokapseln gemafc Anspruch 1-5 und 7-9, dadurch gekennzeichnet, 
daft die komplex gebundenen Metallionen Radioisotope, bevorzugt 
99mj ec hnetium- oder 1 1 1 Indium-lonen sind. 
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13. Mikrokapseln gemaB Anspruch 12 zu Anwendung in der Szintigraphie. 
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14. Verfahren zur Herstellung von Mikrokapseln gemafc Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, daB das Monomere in einer Konzentration von 
0,01 - 10 % (m/V) , bevorzugt 0,1 - 10 % bezogen auf das 
Gesamtvolumen der Herstellungsldsung unter Dispergieren in 

5 gasgesattigter, gegebenenfalls autoklavierter, wassriger Phase, die ein 

gelostes Biopolymer in einer Konzentration von 0,5 - 20 % (m/V) 
bevorzugt 1 % - 15 % (m/V)), sowie gegebenenfalls zusatzlich 
magnetische Partikel enthalt, polymerisiert wird, unter der MaGgabe, 
date das Gewichtsverhaltnis von Biopolymerem zu synthetischem 

10 Polymeren 10:90 bis 80:20 ist, nach beendeter Polymerisation die 

entstandenen Mikropartikel je nach Dichte und Partikelgrofce durch 
einmalige oder mehrmalige Zentrifugation, Filtration, Sedimentation 
Oder Flotation abtrennt, gegebenenfalls durch Dialyse weiter reinigt und 
in einem physiologisch vertraglichen Suspensionsmittel suspendiert und 

15 anschlieSend gegebenenfalls mit Chelatbildnern, Metallchelaten 

und/oder orts-, struktur-oder gewebespezifischen Substanzen umsetzt 
und diese Suspension, bevorzugt unter Zumischung von Gerustbildnern, 
gefriertrocknet. 

20 1 5. Kontrastmittel, dadurch gekennzeichnet, dafc die Mikropartikel nach 

Anspruch 1 in einem pharmazeutisch akzeptablen Suspensionsmedium 
resuspendiert werden. 

1 6. Kontrastmittel gemafc Anspruch 1 5, dadurch gekennzeichnet, da& als 
25 pharmazeutisch akzeptables Suspensionsmedium Wasser fur 

Injektionszwecke, das gegebenenfalls einen Zusatz von Kochsalz, 
Glucose, Mannitol und/oder Lactose und gegebenenfalls zusatzlich 
einen mehrwertigen Alkohol enthalt, verwendet wird. 

30 17. Kontrastmittel herstellbar nach dem in den Anspruchen 14 be- 
schriebenen Verfahren, dadurch gekennzeichnet, dad auf eine 
abschlieGende Gefriertrocknung verzichtet wird. 
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schonen zu I ass en, oder durch die das Verb (Tend ichungsdatum oner 
andcren 1m Rechcrchenbencht genannten Veroffentlichung bciegt wcrden 
soil oder die aus einem andcren besonderen Grund angegeben ut(wie 
ausgefuhrt) 

O* Veroffentlichung, die sich auf dne mundliche Offcnbarung, 

cine Benutzung, etne Aussteltung oder anderc Maflnahmen beacht 
"P* Veroffentlichung, die vor dem intemaoonalen Anmeldedatum, aber nach 



T' Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemaoonalen Anmddedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffcntlicht worden ist und mit der 
Anmddung nicht koilidiert, sondem nur zumVerstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzxps oder der ihr zugrundeuegenden 
The one angegeben ist 

*X* Veroffentlichung 
kann aJlcin aufzr 
erfindenscher Tangka 

*Y* VerofTentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann rucht als auf erfinderischer Taugkeit beruhend bctrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung out oner oder mehreren andcren 
VcroiTcntlichungcn dieser Kate gone in Vcrbinduns gcbracht wutl und 
diese Vertnndung fur dnen Fachmann nahcJicgend ist 

VerofTentiichung, die Mitglied derselben Patcntfamilie ist 



gcocn i» 

ung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
ufound dieser VerofTentiichung nicht als ncu oder auf 
r Taugka t beruhend bctrachtet werden 
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INTERNATIONA LER RECHERCHENBERICHT 



Iniei.. ^onaJes Aktaizcichen 

PCT/EP 93/02422 



C(Fortsccung) ALS WE5ENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



ICatcgonc* Bezcichnung der Veroffenaichung, sowet erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Tale 



Bctr. Anspnieh Nr. 



p,x, 

Y 



WO, A, 92 17213 (NYC0ME0 AS) 15. Oktober 
1992 

siehe Seite 7, Zeile 6 - Zeile 20; 
Anspriiche 

BRITISH MEDICAL JOURNAL 

Bd. 1, Nr. 5952 , Februar 1975 , (LONDON) 

Seiten 247 - 249 

J. P. BOLTON ET AL. 'INCIDENCE OF EARLY 
POST-OPERATIVE ILIOFEMORAL THROMBOSIS' 
siehe Seite 247, Spalte 1, Absatz 1 



1-17 



1-17 





Iniernaxionaies Aktenzeichen 


INTERN ATI ON ALER RECHERCHENBERICHT 


PCT/EP 93/ 02422 



Feld I Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich ais nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt I auf Blatt 1 ) 



Gemafl Artikel 17(2)a) wurde aus folgendcn Grunden fur bestimmte Anspruche kein Rccherchcnbericht erstellu 
1. | [ Anspruche Nr. 

weil Sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behbrde nicht verpflichtet ist, namlich 



A Anspruche Nr. 1-17 

weil sie sich auf Teile der iniernaiionaJen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderuhgen so wenig entsprechen, 
dafl eine sinnvolle internauonale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 

In view of the definition of products by means of their biological, chemical 
and or pharmacological properties, the search has to be restricted for eco- 
nomic reasons. The search was limited to the compounds for which pharmacol- 
ogical data was given and/or the compounds mentioned in the claims or examfZdJ. 

I — I (SEE 0r{Mb£UN&> t ?*&rZ t CHAP75ZJIL, PA£X6£AP# $.£>) 

| Anspruche Nr. ' 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Rege! 6.4 a) abgefaflt sirwL 



Feld 11 Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Die international Recherchenbehbrde hat festgestelll, dafl diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalu 



1. I ] Da der Anmelder alle erforder lichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

internationaie Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche der intern ationalen Anmeldung. 

2. Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Axbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte. der eine 
zusatzlichc Recherchengebuhr gerechtferugt hatie, hat die Internauonale Recherchenbehbrde nicht zur Zahlung einer solchen 
Gebuhr aufgcfordcrL 



3. II Da der Anmelder nur einige der erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeiug entrichiet hat, erstreckt sich dieser 
internauonale Recherchenbericht nur auf die Anspruche der internaiionalen Anmeldung, fur die Gebiihren entrichtet worden 
sind, namlich auf die Anspruche Nr. 



4. Der Anmelder hat die erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 

chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 

fafit: 



Bemerkungen hiaschtlich eines Widersprachs | j Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Wtderspruch gezahiL 

| | Die Zahlung zusatzlicher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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